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^MICROSCOPE ENREGISTRANT L'ONDE DIFFRACTEE PAR L'OBJET OBSERVE ET L'UTILISANT POUR 
^ CALCULER UNE REPRESENTATION EN TROIS DIMENSIONS DE CET OBJET. 



fey) Microscope enregistrant Tonde diffractee par I'objet 
o5se!ve et Tutilisant pour calculer une representation en 
trots dimensions de cet objet. 

L'invention concerne un microscope qui enreglstre sur 
une surface de capteurs (118) les figures d'interferences 
produites par une faisceau de reference Fr, par exemple 
obtenu par reflection sur une bille (116), et un faisceau Fe 
traversant un echantlllon (1 10). Ce microscope calcule en- 
suite, par des moyens informatiques, une representation 
tridimensionnelle de Tobjet ^ paitir de ces figures d'interfe- 
rences. 

Application: microscopie en biologie ou m^trologie. 
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La prcscnlc invention concerne un microscope. 

Lcs microscopes cxislants utilisent lous dcs Icntillcs qui forment par un precede optique una 
linage bidiinensionnelle correspondanl a unc coupe aggrandie de Tobjel observe, Ceile image peul Je cas 
echcant ctre enregisirce par une camera video afin de pouvoir etre restiluce ultcrieurement. 
5 Certains de ces microscopes sont munis de dispositifs permettant dc gcncrcr des images en 

trois dimensions. Lcs images 3D sont aiors obtenucs par calcul a partir d'une s^rie d'imagcs.2D. qui 
som des coupes diflcrant par ia profondeur ou Tangle d'obscrvalion. 

Par aillcurs. il cxiste des microscopes intcrfdromctriques utiiisant unc ondc de rx^fcrcnce et une 
onde diffraclcc dont la superposition foumil une image. Ccs dispositifs produiscnl dcs images 
10 bidimensionncUcs scmblablcs a ccUes produites par un microscope ordinaire, a ceci pros que lcs 

variations d'eclairemcnt dc Timagc ne sent pas caractcristiqucs dc Tabsorptivite de rechaniillon mais 
dcs variations locales.de pliase. Cos dispositifs ne penncttcnt pas d'obtenir d'images en trois 
dimensions. 

II existe egaJement des systcmcs dc prise de vue holographique enregistrant une image 
15 microscopique tridimcnsionnclle, mais ces systemes ne permcttenl pas Tcnregistrement dc riiifonnalion 
sous fontie numerique et I'imagc reconstituee doit ctre obscrvce ellc-meme au microscope. En cfTct le 
pas.d'analysc pour un enregislrement holographique doit ctre infcrieur a ia longueur d'ondc. ce qui est 
hors de portee des systemes de conversion optique-numcriquc actuels. 

L*invention pcnnet d*obtcnir une representation en trois dimensions de I'objet et unc 
-20 representation complete de Tonde dilTractee par cclui-ci. Ic tout sous forme numerique autorisant cnsuite 
lout mode de representation ct tout type d*analyse. Elle pennet d'obtenir ces resultats en un icmps tres 
court: au maximum trois enrcgistrements sur un ensemble de capteurs CCD sent necessaires pour 
obtcnir unc image^ alors que la superposition de nombreuses images .2D serait necessairc avcc dcs 
mcthodes classiques. 

25 Lc principc dc Tinvcntion es! d'enregistrcr Tondc difTractcc par Tobjet et de calculcr a panir de 

ccl cnrcgistrcment une representation Iridimensionnelle dc robjcl. Ccpcndant. I'onde dilTraclcc par 
Tobjct correspond a unc valcur complcxc qui ne pcut pas ctre cnrcgislree directement. On nc pcui 
cnregistrer directcincni que dcs intcnsites correspondanl soit a I'ondc diffractee seulc soit a la 
superposition dc cctte ondc diffractee el d'unc ondc dc reference. 11 est done necessairc dc sc contcnter 

30 de ce type d'cnregistrements pour calculcr ia representation tndimensionnelle. 

Bien que la valeur complcxc dc I'ondc diffractee par I'objet nc soit pas accessible directement. 
il est intcrcssant de la calculcr. ou du moins d'en calculer une approximation, a partir d'cnregistrements 
d'intensite. La representation iridimensionnelle de I'objet peul alors ctre obtcnue a partir de cette ondc 
par un calcul simple appliquant le pnncipe de retour inverse de la lumiere. 

35 Une solution pennettant d'acccder a la valeur complcxc de Tonde difTractcc par I'objet est de la 

fairc interfcrer avcc une onde de reference, suivanl lc principc dc Tholographie. A partir de la figure 
d'intcrfcrcnccs enregisiree. on oblicnl alors unc approximation de Tonde difTractcc par Tobjci, au sens 
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ou le calcul de la representation tridiniensionncllc dc robjct a partir de cette onde produit unc 
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approximation de la representation qui serai ( obtcnuc a partir de I'onde exacte. 

Pour eviter ce type d'approximalions. il est avantagcux de pouvoir obtenir la valcur cxacic dc 
Tonde lumineuse issue de i'objet seul. Ccci est facilitc par rcnrcgistrcment successif de plusicurs figures 
d'intcrferences dififerant entre elles par la dinercncc dc phase cntrc Tonde de reference et Tonde 
difinictee par I'objet. £n particulier. on pcul cnrcgislrcr. pour obtenir une representation 
tridimensionnellc, trois Hgurcs d'intcrrcrcncc succcssivcs en faisant varier a chaquc fois dc 1 20 dcgrcs 
la phase de I'onde de rdference. L'ondc lutnincusc issue dc Tobjct soul peut alors etre obtenuc par unc 
formulc simple, lineaire, a partir des trois cnrcgistrcmcnls d'intcnsitc^. 

Pour pouvoirenregistrer un holograinmc sous forme numcrique plutot que sur unc emulsion a 
grain iin. il faut que les franges d*inlcrfcrcncc soicnt sufTisammcnt larges. Ceci est obtenu, dans Ic cadre 
dc rinvcntion, on gcnerant une onde de reference approximativcmcnt sphcriquc ct centree'sur un point 
voisin dc Tobjct a observer ou d'une image intennediaire de cct objct. La largcur dcs franges 
^interferences produites par I'objet et cette onde est alors sufTisantc pour un cnrcgistrement niunerique. 

La figure d'intcrferences produite peut ctrc dircctcmcnt cnrcgistrcc par des capteurs situes a 
proximitc dc I'objet, sans interposition d'elements optiques qui modificraicni Ic trajct de la lumierc. 
L'ondc sc propageant ainsi a travers un milieu d'indicc constant, il est aise par la suite d'en calculer le 
trajct inverse. Dans cc cas. on peut utiliser pour gencrcr Tonde dc reference une petite biile 
rcflcchissantc situee a proximite de I'objet a observer. Un faisccau laser est dirige vers cette bille qui Ic 
rcflcchit dans toutes les directions. Ceci produit une onde approximativcmcnt sphehque centrce sur la 
bille, done prcs dc robjct. 

Unc autre solution est de former ime image intennediaire dc I'objet a I'aide d'un objectif dc 
microscope. Cette methode pennet de filtrcr spatialcmcnt I'imagc intennediaire par interposition d'un 
diaphragmc doni Touvcrture determine la taillc de la partic obscrvdc de I'objet. En diminuant la taillc 
d'imagc obscrvcc. on diminuc la surface de capteurs necessairc. L'imagc intcrmcdiaire peut etre de 
dimensions cgalcs a ccllc dc Tobjet, mais il est plus avantagcux d'utiiiscr unc image aggrandie par 
rapport a robjct, dans laquelle I'inclinaison dcs rayons par rapport a I'axc est moindre, cc qui faciliic 
Tutilisation de lentilles. Dans cc cas. un systcmc dc Icntillcs siliic dcrricre le diaphragmc ct 
convenablement dimensionne pcrmct dc foniicr sur un caplcur CCD unc figure d'intcrferences telle 
qu a chaquc point du captcur corrcspondc unc sculc frequence de Tonde issue issue dc l'o^>ict observe. 
L ondc dc reference pcul ctrc supcrposec a Tonde issue de Tobjet en utilisant un niiroir semi- 
transparent. L'ondc dc reference doit alors avoir un point d'origine virtue! dans la panic obscrvcc dc 
r objct. 

Dans les operations de calcul de la representation tridimensionnelle de I'objet, il importe dc 
connaitre avec precision la phase de I'onde de reference et la position des capteurs. Ccci peut ctrc realise 
en utilisant un objet de caractcristiques connucs. par exemple unc source ponctuelle. L'enregistrement 
de la figure d'interference obtenuc permet alors de determiner la phase de I'onde de reference. En 
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dcplapant la source ponctuclle dans le champ d 'observation, on oblicnt cgalemenl Ics varialions de 
phase qui en resultcni sur Ics capteurs, qui son( liccs A la position dcs captcurs. 

L'obtention d'unc ondc do reference distinctc dc Tonde d'eclairagc implique une ccrtainc 
compicxite du systcmc. Unc solution particulicrcmcnl simplifiee consisLc a utiliser commc ondc dc 
reference la partic non diffractee de Tondc d'eclairagc. ce qui revieni a nc pas avoir d'ondc dc rcfcrcnce 
distinctc, les interferences ctant directement produites par I*onde lumincuse ayant traverse robjci. Dans 
ce cas, on doit travailler k partir d'un seul enregistremcnl. ce on utilise done pour I'onde diffi-actce 
Texprcssion approchee obtcnuc a partir d*une seule figure dMntcrference. 

Pour effectuer les dccalages de phase de Tonde dc reference, il cst possible d'utiliser un 
disposilif bsise sur I'utilisation dc I'efTet eicctro-optiquc. On utilise a cetic fin un cristal doni Tindicc 
suivant les diflcrcntes directions dc polarisation varie iincaircmcnl en fonction du champ electrique 
appliqud au cristal II est particulicrcmcnl interessant d'utiliscr un cristal bircfringent uniaxial dont Ics 
indices corrcspondant aux directions de polarisation orthogonales a I'axe optiquc varicnt lors de 
I'application d'un champ electrique scion I'axe optiquc, tout en restant egaux cntrc cux. On peut alors 
utiliser unc lame de cristal dont I'axc optique est orthogonal aux faces de la lame, cl dont les faces soni 
rccouvertcs d'une maticrc conductrice transmetianl bicn la lumiere. L'application d'lme difference dc 
potcnticl electrique enlre les deux faces pemiet de faire varier la phase d'unc ondc se propageani suivant 
ra\e optique. 11 est egalemcnl possible d'utiliser un miroir piczo-electriquc sur Icquel l onde sc rcflcchil 
a angle droit. En faisant varier la position du miroir on fait varier le decalage de phase entre les ondcs. 

A partir de Tonde luinincuse issue de Tobjet seul ou.de son approximation si une seule figure 
d'interfcrenccs a cte utilisee, il est possible de reconstitucr point par point une representation cn trois 
dimensions dc Tobjet en calculant I'ondc lumincuse dans cello objet par appliaiiion du principc de 
retour inverse dc la lumiere. Le calcul point par point sur une /.one suffisammeni importante de I'objci 
demanderait un temps de calcul bcaucoup Irop eleve. Afin d'enbctucr cette operation pour une portion 
sufTisante dc Tobjct cl avcc un temps dc calcul raisonnablc, on pcul d'abord gcncrcr la representation 
frequenlicllc dc la partie d'objct considcrcc puis elTcctucr unc transformee dc Fourier rapide inverse 
pour rctrouvcr une representation tridimcnsionncilc classiquc. Lc systeme dc calcul pcrmettanl ccttc 
operation peut etre conslituc d'un simple processcur mais il est egalemcnl possible, pour accclcrcr lc 
iraitemeni, d'incorporcr dcs moyens dedics commc des "processeurs dc FFT". specialises dans la 
transformee de Fourier nipide, ou des Asics dcdies. 

La representation en trois dimensions obtcnuc sc presence commc unc grandeur complexc 
fonction des trois coordonnecs spatiales, corrcspondant a la vibration lumincuse en tout point dc Tobjet. 
A partir dc ccttc representation, il esi possible de generer tout type d'image en deux dimensions. En 
paniculier. on pourra gcncrcr deux images permettant unc vision stereoscopique dc Tobjct observe. 
L'observaieur pourra alors faire toumer I'image sous tons les angles souhaitcs. un changemcni d'angic 
d'observation se traduisani simplcment par un calcul dc projection different. 
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La reprcscnlalion en trois dimensions est monochrome. Toutcfois il csi possible d'oblenir une 
representation cn coulcurs en enrcgistrement succcssivement plusicurs representations monochromes 
corrcspondani a dcs longueurs d'ondc dififerenlcs. 11 est necessairc pour ceia dc pouvoir comniulcr cntre 
plusieurs faisccaux d'cclairagc provcnant de lasers distincts. Ccci pcut se fairc cn utiiisani plusicurs 
lasers et en "mclangcant" ies faisccaux issus dc ccs lasers a I'aidc dc miroirs scmi-iransparenis. Dcs 
commutateurs clcclro-opiiques places sur le trajcl dc chaque faisccau pemiettent dc sclectioaner la 
longueur d'ondc utilisee pour chaque prise d'image. 

Les figures 1 a 6 illustrcnt un mode dc realisation de Tinvcntion utilisant une onde de reference 
cnScc par reflection sur une bille rdfldchissante. La Fig. 1 representc une vue d'ensemble.du sysienic 
optique. La"Fig.2 representc un exempic de.diniensionncment de la partic comprenanl la bille et 
rechantillon. La Fig.3 representc I'arrangcment des captcurs. La Fig. 4 representc un syslcrac 
pcnnctlant de gencrcr unc figure d*intcrfcrcnce corrcspondant a un point materiel, utile dans ime 
procedure de calibrage du microscope. La Fig. 5 representc Torganisation globaie.de la partie 
eleclroniquc et infonnatiquc du systcmc. Ui figure 6 reprcsenie le dispositif de controlc dc phase utilise. 

La figure 7 illuslrc un deuxicmc mode de realisation de Tinvcntion. differant du premier par 
Tabsccnce d'ondc dc reference. La figure 8 illustrc un Iroisieme mode dc realisation difFerant du premier 
par Texistcnce d'un objectifde microscope creant .unc image intermcdiairc et d'un systcme de Icntillcs 
fonnant unc figure dc diffraction dans le plan d'un CCD a partir de ecu c image intermcdiairc. La figure 
9 representc un dispositif de generation du faisceau laser utilise pour obtenir une image cn coulcurs. 

Selon le premier mode de realisation: 

Un laser helium-neon (101) produit un faisceau. Ce faisceau traverse d*abord un elargisseur dc 
feisceau (103). II est aJors scpare en deux faisceaux d'(^gale intensitc par une lame semi-ininsparcnlc 
(121). Apres cette lame on distingue le faisceau de reference (Fr) et le faisceau d'eciairage (Fe). 

Lc faisceau d'cclairagc est redirigc par des miroirs (126). (104), (105), traverse un filtre (1()6). 
une lame dcmi-onde (l()7).dont un axe neutre est othogonal au plan de la figure, un dispositif de 
controlc dc phase (108) ct un collimatcur (109) diminuant la largeur du faisceau. et est finalcment 
dirigc vers rechantillon (1 10) qu'il eclairc par le dcssoiis. A sa sonic dc Tcchantillon la partie non 
difi'raclcc du faiscciiu est redirigcc par un miroir (1 19) vers unc cavite absorbantc (120). 

Le faisceau dc reference est redirigc par Ics miroirs (122) cl (123). traverse un filirc (124) ct 
un coliimateur (125) diminuant ia largeur du faisceau ( typiqucmcni I mm de diainclrc cn sortie ). Cc 
faisceau traverse ensuite une lentillc convergcntc (127) dont lc point de focalisation est legercincni 
derricre la bille (1 16). Lc faisceau produil va frapper ia bille (1 16) qui lc rdflccliil dans touics Ics 
directions. 

Les miroirs (121) ct (126) doivent etre positionncs cntre les miroirs (104) et (122) dc manierc a 
cc que les chemins optiques parcourus par les faisceaux d'cclairagc et de reference a leur arrivce au 
voisinnage de rechantillon soient egaux. 
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La bilic rcflcchit le faisccau dc reference dans toutcs les directions et i'cchanlillon diffracte Ic 
faisceau d'cclairagc dans toiites Ics direclions. Le faisceau dc reference et le faisceau diflracte vont aiors 
interfercr et former une figure d'inicrfcrcncc sur les capteurs CCD (118). 

L'cchantillon (1 10) se trouvc compris entre une laine (1 ! 2) et une lainelle (114). cllcs-menies 
fixees sur un portc-cchantilion (111) muni de rebords (113) cinpcchanl la lame et la lamellc de bouger 
transvcrsalcmcnt par rappon au portc-cchantillon. La billc est cHc-meme Inclusc dans une lamellc 
( 1 14) fixe par rapport au demi-cubc transparent (1 18) sur les c6tcs duquel sont fixes les capteurs. Une 
couche d'huile d'indicc proche de cclui du.dcini-cube peut etre intcrposcc entre la lainelle coirvrant 
I'cchantillon et ccllc contcnant la bille,.de nianicrc a minimiser les changcments d*iudice. L'utilite du 
dcmi-cube est dc minimiser les changemcnis d'indice intervenani cnlrc I'objet eclairc el les capteurs. 
Les indices des difrcrcntcs lamelles utilisccs. dc I'huile et du demi-cubc, doivent done etre dgaux ou 
proches les uns des autres, ct si possible prochcs de Tindice moyen de rcchantillon Jui-mcme. Lc 
diaraetre de la billc. la largcur et le degre de convergence du faisceau dc reference arrivant sur ccite 
bille. doivent etre regies dc maniere a cc que lc faisceau soit reflccbi dans tout le demi-plan supcrieur 
inais n'atteigne pas rcchanlillon, situe dans Ic dcmi-plan inferieur. Les surfaces du porle-cchantillon 
doivent absorber la longueur d'onde du laser afin de limiter les effets parasites. 

La Figure 2 dctaillc la zone de rechantillon et de la bille. Le faisccau de reference arrivant sur 
la bille (1 16) a un point de focalisation (20) sous la bille. Ceci pcrmct de bien contrdlcr la zone eclairce 
de la bille. la largcur de la tache dc focalisation etant infcricure a cclie de la bille. L'axe du faisceau 
d'cclairage n'esi pas panill^le a celui du faisceau de reference. II est paralleie au rayon le plus externe dc 
cc faisccau. Ceci pennct d'cviicr que le faisccau d'cclairage "croisc" le faisceau dc reference, ce qui nc 
pcnncltrait pas sa redirection par lemiroir (1 19). L'axe opliquc des elements (125) (127) ct celui dc 
( 109) n'ont done pas exactcincnt la meme orientation. Les dimensions sont donnees a litre d'cxemple. 
La billc pcrturbe i'ondc diffraclcc par Tobjet ct done doit etre ausst petite que possible. Cepcndant. plus 
la bille est petite plus la tache de focalisation doil etre petite et done plus le faisceau sortani dc (125) 
doit etre large, cc qui impose une zone non utilisiible plus grandc cntrc les capteurs. pour laisscr passer 
cc faisceau. Dc plus il est difficile de focaiiscr lc faisceau sur unc billc trop petite. La taillc dc la billc ct 
la largcur du faisccau sortani dc (125) sont un compromis entre ccs contraintes. 

Des capteurs CCD specialement dcdics. non packages, sont utilises. La figure 3 rcprcscnic 
rarrangcment des capteurs. Sur un caplcun la largeur de la bandc inutilisec (.3 1) doit ctrc minimisec par 
rapport a la surface de reception (.32). Les points dc connection doivent tous rcssortir du meme cote dii 
captcur (33). La vue de dessus ct la vue de cote penncttent de bien coniprendrc rarrangement des 
capteurs, qui laisse toutcs les surfaces de connection accessibles lout en entourani complctemcni Ic 
demi-cube par des surfaces de reception ct en incnageant une ouverture pour le passage des faiscc^uix 

laser. Le nombrc A^^^ dc pixels suivant la plus petite largeur d'un captcur doit verifier = 2a — 
ou r est le rayon d'une sphere contenant a la fois la partie illuminee de rechantillon ct la bille 
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rcflechissantc, X est la longueur d'onde dans Ic dcini cube (118) du laser utilise, ci a csl un nombre 
superieur a I, par exemplc 1,4. Ici ce nombre de pixels vaul approximalivemcnt lOOO. Les ciipleurs 
utilises sonl du type "a transfcrt d*iinagc intcrligne" qui pcnnct rutilisation dans de bonnes conditions 
de Tobturalion cicclronique. 
5 L'cnsemblc du dispositifoptiquc est cnfcrmc dans unc enceinte non representee Ic protegeant 

dc ia lumicrc cxtcrne. 11 doil cgalctncnt clrc isold dcs vibrations cxtcmcs. 

Le disposilif de conlrole de phase pennet d'efifectuer des decalages de phase de 0. ^ , ^ 

sur Tondc dc rdfcrcncc. La Tigurc 6 prcscntc un.dispoitifdc cc type. II est composd d'unc **lame** (60) en 
chslal de LiNbO^ . Ce cristal est bircfringcni uniaxial ct son axe opiiquc doit ctrc dirigc suivant le 

10 vcctcur u orthogonal aux faces de la lame. Les deux faces de la lame (60) sont recouvertes de couches 
tflTO ( "Indium-Tin Oxide", oxyde d'indium et d'etain) d'environ 100 nm d*epaisscur (61 ) ct (62). De 
Idles couches d'lTO sont couramment utilisees dans les afficheurs a cristaux liquides. L'enscnible est 
scrrc enlrc dcs plaques mdtalliqucs pcrcccs en Icur centre (6.3)(64) qui assurent un bon contact 
cicctriquc cnlre ralimentalion el la couchc d'lTO. 

1 5 Pour crccr le dcphasage. on applique cntrc les deux couches d'lTO une difference de potentiel 

V ■■— F^g2) ~ ^'(rti) • diiference de potentiel a.appliquer pour obtenir un depliasage de A radians est; 

ou X est la longueur d'ondc du laser utilise, Tindicc dc la lame en I'abscence de champ pour un 
faisceau se dirigeant suivant I'axe optique, et r^^ un cocflicicnt caractcristiquc dc rclTet magncto- 
20 optique. Pour unc longueur d'ondc du laser de 633 nm. on a , = 8,6.1 0 m / V et = 2,297 . ce 



qui mcnc Ji: ^[^"yj ^ 4043 V . Le decalage de phase dc 



sera en rcalite obtenu conunc un 
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decalage de — — ct la correspondance decalage de phase- tension est done donncc par: 



Dcphasage 


Tension (V) 
(formule dc calcul) 


Tension (V) 
vaicur numeriquc 
pour yi=6.33nm 


0 


0 


0 


2k 
3 


2- X 
3 rilr,, 
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Cc dispositif de decalage de phase paniculicrcmcnt bien adapte peul clrc rcmplacc par des 
dispositifs connus. a base par exemple de crislaux liquidcs ou de cristaux sensiblcs a I'cffct clcctro- 
optiquc ct uUliscs dans d'auires configurations. De icls dispositifs agissent en general dincrcininent sur 
5 les deux polarisations, lis no sont done direcieiiicnt uiiiisablcs qu'cn lumiere polariscc. Touicfois. il est 
possible dc combiner plusicurs dispositifs pour obtcnir un retard indcpendant de la dircciion. Par 
exemple on peul combiner deux dispositifs en Ics pta(;:ani cn scrie de sorte qu'ils soicni traverses 
succcssivcmcnt par le faisceau. Lc dcuxicmc dispositif doit alors etre semblable au premier mis doit 
etrc toumc dc 90 dcgrcs autour de I'axe du faisceau. Dc la sortc les retards induits scion les deux 

10 polarisations aprcs travcrscc successive des deux dispositifs s'dgaliscnt, ct on a done un retard 

independant de la polarisation. Cctte configuration n'est validc que si les ddccilages de phase induits 
selon les deux directions dc polarisation ne sont pas opposes. 

Les nitres presents sur le trajet des deux faisccaux pcrmcttent de regler le rapport dc Icurs 
intensitcs dc la manicrc la mieux adaptee. 

15 Lc jcu dc miroirs formant le faisceau d'cclairagc agit dificreminent sur Ics deux composjmtes 

dc champ clcclrique correspondant a Tondc lumincuse. introduisant lui dcphasagc dc n enire la 
composantc situee dans un plan orthogonal A celui de ia figure ct la composanic situee dans lc plan dc 
la figure. La lame dcmi-onde (107) pcrmcl dc coinpenser cet efifet. Ellc peul cvcntucllement etre 
supprimcc si on utilise un laser ayant unc polarisation rectiligne scion un vcclcur orthogonal ou 

20 parall61c au plan de la figure. 

Une electronique appropricc (Fig.5), du meme type que ccllc utiliscc dans une camera 
numcriquc. gcncrc lous les signaux dc controlc des capteurs CCD et pcrmct a un ordinateur de rccevoir 
par rintcrmcdiairc d'unc memoire video (VRAM) Ics images prises par les capteurs ct cchantillonnccs 
par Ics convcrtisseurs analogiquc-numcriquc (CAN). Cette electronique controlc cgaiement la tension 

25 appliquee au dispositif dc decalage dc phase, Elle rcQoit un signal d'unc horlogc (TIMER) a partir 
duquel cllc sequence rcnscmblc des operations. 

Unc prise d'imagc se deroule conuiic suit, lc decalage dc phase etant initialcmcni a /.cro. soit 
une tension V=(). 

TO: debut du premier temps d'inlcgration des capteurs. 
30 TO+Tl : fin du premier temps d'integration des capteurs. debut du transfer! dc la premiere image des 

In 

capteurs vers la VRAM, reglage du decalage de phase a — ^ . 

T()-*-TH-T2; Fin du transferl de la premiere image ct debut du dcuxicmc temps d'integration des 
capteurs. 
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T()+2TI+T2: fin du dcuxicmc temps d'intcgration dcs capteurs. ddbul du transfert dc la dcwdemc iniagc 

dcs capteurs vers la VRAM, rcglage du dccalagc dc phase a . 

3 

T()+2T1+2T2: Fin du transfert de la dcuxicmc image et debut du troisieme temps d'intcgration dcs 
capteurs. 

5 T()+3TI-K2T2: fin du troisieme temps d'integralion dcs capteurs, debut du transfert de la troisieme 
image dcs capteurs vers la VRAM, regiage du dccalagc dc phase a 0. 
T()+3T1+3T2: Fin du transfert dc la troisieme image 
T(H-T3; debut du cycle suivant. 

ou Tl est le temps d'intcgrdlion des capteurs, T2 est Ic temps de transfer! dcs donnecs dcs capteurs vers 
10 la VRAM, T3 est I'intervalle de temps entre deux images. 

Lc traitcmcnt. elOfectuc par Tordinateur, consistc a gendrer uhe representation en trois 

dimensions a partir des figures d'inteiference enrcgistrccs. Ceci est fait en rccalculant a partir dcs trois 

images decalees en phase Tondc lumineuse associdca Tobjet dififractant scul, puis en recalculant la 

vibration lumineuse dans Tobjet par retour inverse dc la lumiere. 
15 La vibration lumineuse associcc a Tobjet seul, en un point, de la surface dc reception, vaut: 

ou O^^j (/^) csl la phase de I'ondc dc reference au point P. 

On monirc. coinptc icnu de ia disposition des capteurs, que la frequence spatialc maximalc du 
signal S{P) sur la surface d'un captcur est /^^ = — ou L est la largcur de la zone active du 

20 capteur el r est Ic rayon d'unc sphere contenant la billc ci la panic illumincc de rechantilion. Afm de 
pouvoir rcconstituer cc signal il est nccessairc dc I'cchantiilonner a unc frequence spatialc 2af^,^^ avcc 
a > 1 . On pourra par cxcmple prendre a = 1,4 . Ceci impliquc que le nombrc dc pixels dans la 

/- 

largcur du captcur soil A^^^^ = ^^fmsx soil N = 2a — . La premiere ctape du «ilcul dc 

A. 

S(P) est alors Ic calcul sur chaquc pixel O du signal ^^'p„{Q) correspondanl a la valcur de S{P) au 

25 cenirc du pixel O , calculcc cominc;si Ic captcur nc filtrait pas le signal d'intcnsite regue. On monire 
que cette valeur est donnce par: 
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OU I{0. 0) est I'inlciisilc lumineuse re^uc sur Ic pixel O pour uii decalagc cn phase 9 entre ic faisccau 
d'eclairage et Ic faisccau dc reference, et /^/(O) est rintensitc de Tonde dc reference incsuree siir le 
pixel O. 

La reconstitution du signal S[P) apartirde S^^^[0) iinplique de surechantillonner cc 
5 signal, dc coupcr Ics frequences spatiaies supcricurcs cn valcur absolue a f^^^ . ct d'invcrscr la fonction 
de transfen du caplcur. Ccs operations classiques de iraitcincnl du signal permetteni finalcincnt 
d'oblenir la valcur exacte de *V(/*) sur un ensemble dc points surechantillonnc. Lc facleur de 
surecliantillonnagc pcuL par cxemple etre de = 4 . Dans la suite du texte, afin d'evitcr toutc 
confusion, on notera toujours les points variant sur renscinbie dcs pixels, au nombre de N dans 

10 la largcur du captcur, ct P les points variant sur Pcnsemble surechantillonnc, au nombre de N 

La vibration lumineuse qui en rcsultc par rclour inverse de la lumierc. cn un point M 
quclconquc est alors: 

v{M) 

p 

ou MF est la distance entre les points A/ ct O est un point fixe sufFisammcnl prochc de la bille. X la 
15 longueur d'onde dans le cube (118) du laser utilise, et ou la sommation est ctenduc a tous les points P dc 
la surface de reception, et avec: 



G[P) = — TT = qA^'^^^^ a J (on rappelle que X dcsigne le conjuguc de X). 



ou Sfy^P) est la fonction S(^P) obtcnue lorsque Tobjet observe est unc source ponctuelle confonduc 

avec (J. 

20 La phase de la contribution du point P de la surface dc reception a la vibnitioa lumineuse au 

point M de Tobjet est alors; 

Dans un voisinage de A/cctte phase varie lincaircment suivant les diflcrcntcs directions, generant les 
25 frequences suivantes: 

1 X,, - X.v 



f^{A4,P)= . 
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L'algorilhme utilise ccs relations pour gdndrer unc rcprdscntation tridiincnsionncllc. II genere 
d'abord cctlc rcpresentaUon dans Ic domainc frequcntiel. par superposition dcs fniquences issues des 
5 dilTerents points dcs capteurs. puis cfTcctue une iransrormee de Fourier rapide pour obtenir riinagc dans 
ic domaine spatial. 

L'imagc csi calculee au pas dc — sur unc distance , n ct A^etant dcs cntiers 

caraclcrisam ccttc discretisation dc riinagc. L'imagc cn frequence discrciisce constituc un tableau H 
dent ICS indices varicnl cntre -A^ci A^-/..L'algorithmc genere ce tableau cn parcourant I'cnsemble dcs 
1 0 points F ci cn cffectuant pour chaque point P roperation: 

ou • +=" designc Toperation d'ajout a la valcur iniiiale et E la panic emierc. cl ou Ic tableau H 
est initialise a zero. 

tableau H est cnsuite gcncrc ^ panir dc H par transfonncc de Fourier rapide inverse. 
Cctlc incthode esi validc si Tapproxiinaiion de "frequence conslanic" est validc. Si la 

representation tridiincnsionnelic finale est echanlillonnee par pas dc — ccci iinplique que ia 

2n 

frequence ne doit pas varier de plus dc sur unc longueur — , cc qui menc a la condition 

2NA 2n 



-f- = 



IMP 

~ - valcur lypiquc, pour notrc systeme. est oblcnue pour A^/^=lcm et /l=().5min: 

N 

20 _ < 140 . On peul par c.xcraple utiliscr Ics valeurs /7=2 ct /V=256, cc qui nous fcra gcncrcr une 

representation tridiinensionncllc dc 128 longueurs d'ondc de cole. 

Pour cfTccluer les operations precedenics corrcctement. il est nccessairc dc connaitre ia position 
dcs capteurs avec precision. II est cgalcmcnl necessairc dc determiner la fonction G, La dctcmiinaiion 
dcs paramctres de position ct de la fonction G constituc unc operation de calibrage dont Ics rcsullats 
25 doivcni ctre incorporcs au logiciel livrc avec Tappareil. Pour la detenninalion de ces valeurs on enleve 
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dans le microscope le collimalcur (109) ct Ic pone-echaiuillon ei on ics rcmplacc par Ic dispositif de la 
Figure 4 qui doit elre lui-menie solidairc d'un inicropositionncur trois axes. Ce dispositif csi un objcctif 
dc microscope a grande ouverturc (41) focalisanl le laser sur un "trou" (43) de faibles dimensions 
pratique dans unc iamc opaque (42) solidairc de I'Dbjectif. line couchc d'huilc d'indicc proche de celui 
5 du demi-cube doit clrc inicrposcc cntrc la plaque opaque (43) et la lame (115). Get ensemble constitue 
une source quasi ponctuelle de bonne luminositc dcpla^able suivant les trois axes. Lc niicropositionneur 
doit pour cctte operation etre interface a rordinatcur qui va en eonunander les mouvements. 

Lc systeme positionne d*abord Ic.dispositif au centre de la zone d*observation. cc qui dctcnninc 
le point O. G(P) peul alors immcdialcmcnt etre calcule en tout point P par la fonnule: 



20 



K) c;(p) = 44 
^ ^ \s{P)\ 

Pour la determination dcs positions dcs points P on deplace la source ponctuelle gcncrcc par le 
dispositif dc la figure 4 autour du point O. Celui-ci constitue done cgalcmcnt lc centre du repere dans 
Icquel on va evaluer les positions. On cficcluc autour du point O des deplacements symmciriques 
d'amplitude a sur chaque axe. a doit etre sufTisamment faible pour que la distance entre la bille ct la 

a 

precision obtenue. done on a intcrcl a maximiser a tout en restantdans la /.one autorisce. Les 
deplacements de la source ponctuelle permettent d*cvaluer les grandeurs suivantcs: 

2 , £1.0.0 



15 source ponctuelle ne depassc pas la distance — . Cependant, plus a est cicvc meiileurc est la 



.^/t M ^^ ^^ ^^ 



ou V dcsignc i'intcgralc de dO p , diffcrentiellc de la pliase au point P considere, prise sur 

unc ligne cntrc les points dc coordonnees (x, , 2, ) et (xr^ , 2, ) . 

Pour tout point P, on calcule cgalemcni fi{P) = OP . distance entre Ic point (J ct le point P 
considere. R{P) est calculce a partir de la position gcometrique du capteur et du point (), dcterminces 
25 avcc la mcilicurc precision possible par des mesures classiqucs. Ji{P) csl done connu avec une 
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certaine approximation, inais cene approxitnation n'cntache pas notablciiiciil Ics rcsultats des calcuis. 

x(F) y(P) :2(P) 

Par contre il csi csscniici d'avoir des rapports . . . — 7-^ . , ' connus avcc la meilleiire 

R{F) R{P) R{P) 

precision. C'est cc que pcnnctlcnt les equations suivantcs: 



5 j,(,.) = -«(PK,(P)^i+(i-(/f,(,>))')[-^j" 

^p)= -«(p)x,(/')Ji +(1 - r )(~^] " 

Pour determiner la position du point P suivanl les axes I'aigorithme intcgrc la phase sur ces 
axes et applique les fonnules ci-dessus. 

Par excinplc pour determiner Kj^ ic micropositionneur deplacc la "source ponctuelie" du point 
10 dc coordonnccs (-a,0,0) au point dc coordonnees (^7,0,0) par pas de longueur infericurc au quan de 
la longueur d'onde. A cliaque pas /?. ct pour chaque point ralgorithmc calcule S„ (F) et cn dcduit 
la phase intcgrce au point n : 

e„{P) = 0„_,{P)+Arg(s„iP)S;jp)) 

Si le noinbrc total dc p<is effectues est A^^^^ . ralgorithme calcule finalement: 

Lc systcme cfTectue de nienie la determination de Ky (P) et (P) . puis, par applicaiioii des 
fonnules indiquces plus haut. ralgorithme calcule les valeurs de y{F)^y(P), z[P) en chaque point 

P. Lc calcul complet peut n'ctrc mcnc que pour une partie des points P. les points intermedial res etant 
alors obtcnus par interpolation lineiiire. 
2i) Cetle operation de calibrage foumit les positions de chaque point sous fonne d' un tableau 

C[d, c\kj] oud est Taxe {d 0, /, 2 -x,y,z), c est le numcro du capteur et k, I sont les indices du 

point considere sur lc capteur, cl foumit la fonction (7 sous forme d'un tableau G[c,k,[] avcc Ics mcmcs 
conventions. 

Prcalablcment a Tutilisation du microscope il est egalement neccssairc d'cnrcgistrer I'intensitc 
25 de I'onde de reference sculc sur chaque pixel, ce qui genere un tableau I ^^j- \c\kj^ . 
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L'image caLculee sera cenlrcc aulour d'un point A/, normalement confondu avcc ()^ inais qui 
peut s'en eloigner si la precision sur R{P) est sufifisante. On utilisera done cgaicmcnl Ic tableau 
[^] coordonnccs du point M. 

Prcalablcincnl a rulilisation. I'algorithme precalcule un certain noinbrc dc tableaux. Dans ces 
5 tableaux, c dcsignc Ic numcro du capteur. d une des coordonndcs d'espacc. A: ci / designent Tindicc du 
pixel ( TI, T2) ou du point aprcs surcclianlillonnagc (autres tableaux). 

7l[c,*,/j = 

r2[c>,/] = 



1 

2^2I„,[c,k,l] 



L/[ci,c,k,l]=E 



N C\d,c,k,l]-w^[d] 

\d .11 y 



10 y[c,kj] = G[c,kj]^xpl/^{J±(qd,c,kjf -Ji{(:[d,c,k,i] - w,,[dr 

Les trois figures de diffraction revues en vuc d'obtcnir une representation en trois dimensions 
forment un tableau /[a.c,/:,/] ou a est I'indicc correspondant a la prise dc vuc. Lcs operations de 
generation du tableau ^se resument alors a 4 dtapcs: 

ciapc I : parcouhr renscmbic des pixels en effectuant l*opcration suivantc, A ct / variant dc 0 a 
15 ^ pix'^ sur chaquc capteur: 

+ /T2[c,A,/](/[l,c,A:,/]-/[2,c,A,/]) 

ctapc 2: Surcchantillonner et filtrer ce resultaU sur chaquc capteur. dc manicrc a compenser la 
fonclion de transfert du capteur cl a iravaiilcr sur un noinbrc dc points superieur au noinbrc dc pixels. 
?0 Ccltc operation fournit Ic tableau S[c,k, /] ou A: ci / variciu dc 0 a w.v ' • correspondant a la 

fonction S{P) . 

ctapc .1: Parcourir rcnscniblc des points P (surechantillonnes) en effectuant: 
;/p/[0,6-,A./]././[l,c,Ar,/],i/[2,c,A,/]]+ = %,)fe,/]F[c-,*,/] 
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ciapc 4: Effectucr la iransfonnee inverse dc H par unc mclhode de traiisronncc rapidc cn irois 
dimensions, obtenant ainsi Ic tableau H. 

Un deplacement du point d'observaiion A/ implique en plus un recalcuJ dcs tableaux f /et V. 
Le tableau fi[ij,k] ainsi oblcnu, dont les indices varicnt de -N a Ml. rcpresente Tondc 
5 iumineuse dans I'objet et peut cux utilise pour gencrcr toutc fomie de representation de eel objet. 

Ualgoritlime pcul en particuiier calculcr rintcnsite lumincusc L[i, j,k] = |//[/\ /, /tjj*^ etla 
projeter suivant dcs directions choisics. Par excmple unc projection sur le plan x,y sera obtenue par: 

^roj[ij] = j;^L[i\J.k] 

k 

L'algoritlmie peut proccdcr de manierc scinblablc. sommant a chaque fois les intensitcs suivant 
10 unc direction choisie. pour obtcnir tous types dc projections souliaitcs ci en particulier dcs images 
stercoscopiqucs. qui seron( alTichccs seion des mcthodcs connues par ai Hears. 

Dans certains cas, par example un echantillon coraportant des elements tres mobiles, il n'est 
pas possible d*obtenir les Lrois enregistrements correspondant a des longueurs d'ondc dccalccs. La 
reprcscnialion thdimensionnclle peut aiors ctrc obtenue a partir d'un soul enregistremenl en rempla<?ant 
15 la formule donnant »S'^^(0) par: 

^^pix{Q) - pL^^^ ou I(Q) represcnte I'intensitd enregistrcc pour I'lmique figure de 

. dilTraction utilisce. La representation tridimensionnelle obtenue est perlurbce par des termcs parasites 

f(Q) . 

cn - — -r— - amsi que par la presence d'un objet virtuel approximativenicnl symmctrique dc I'objci reel 

par rapport a la billc. L'onde de reference doit etre suffisanuncnt forte pour pouvoir ncgliger les termcs 

20 parasites cn - — j-r- . La presence de i'objet virlucl est par contrc inevitable. L* image obtenue est done 

generalement dc qiutlite moyenne. Par contrc clle peut ctrc parfaitement "instantancc". 

Le calcul de tS'^„ (O) sc rcpercute sur Ic mode dc generation en quatre etapes dc la 
representation tridimensionnelle. ou sculc I'dtape I est modincc el clle est reniplaccc par: 

1 



S[c,kj]= -r /[c, ^ , /] - ^Irc/ [^\kj] quand /ref[^'^kj] est supcricur 

25 quart de sa valeur maximalc. ct S[c, kJ^—0 sinon. 



au 
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ou /[c,/: ,/] est Tintcnsilc de la figure dc diffraction au poini d^ndices (it,/) du capteur iiumcro c el 
^rc/[^'' ^'»'] ^ I'intcnsilc du faisceau d'cclairage seal en cc point. 

L'eclairagc dc rdchantillon pcut sc fair© par le haul aussi bien que par Ic bas. Afin d'aincliorer 
la precision, des caplcurs pcuvent egalcnicnt clrc ajoutes sous I'ccliantillon. Lc nombre de caplcurs pcut 
cgalemeni etre diininuc. ce qui pcnnct dc diminuer lc com au prix d'unc baissc de precision. 

Selon un dcuxicme mode dc rciilisation. ii n'y a pas d'onde de rdfcrcncc distinctc du faiscc^ui 
d*cclairage. Selon cc dcuxicme mode dc realisation: 

Le faisceau cinis par le laser (701) traverse un elargisscur de faisceau (703). puis un objcclif dc 
microscope (704) qui fait converger Ic faisceau vers un point dc focalisaiion situc sous Techaiuillon 
(705). Le faisceau traverse ensuile rcchantillon et est enrcgistrc par le capteur (706). Le capteur est 

plaque sur un demi-cubc (707). Le nombre dc pixels dans la largcur du capteur est — a ou 

X h 

r est lc rayon du cerclc dcfmi par rintersection du faisceau et du plan dcfinissant la limitc superieurc dc 
rechaniillon. X est la longueur d'onde dans le demi cube (707) du laser utilise, L la iargcur du capteur. 
h la distance cnlrc Ic capteur et rdcliantilion, el a est un nombre superieur a 1, par exempic 1,4. 
L'cnscmblc est protege par unc enceinte non representee qui le protege de la luniicrc cxieme, Conunc 
dans Ic disposit if precedent Tcchantilion est compris cntre une lame (709) et une lamcllc (711). 
Tenscmblc ctant maintenu par Ics elements (708) ct (710). 

La representation en irois dimensions dc Tobjct est obtcnuc a partir d'une sculc figure de 
diffraction. La fonction ^refiQ) ^st rcmplacee par Tintcnsitc cnregistree sur Ics capteurs en Tabsccncc 
de rechaniillon. correspondant au faiscc<iu d'eciairage seuK et pour un icinps d'integration cgal a ceiui 
utilise lors dc I'cnregistremeni des figures de difTraclion. La fonction S ^^{Q) est aiors calculee 

comme suiu l[0) rcpresentant I'intcnsilc cnregistree pour la figure de difTraclion a partir dc laquclle 
on chcrche a calculer la representation tridinicnsionnclle: 

'^pixKsl) / . - — quand I rej \i2) est superieur au quart de sa valeur maximale, el 

^jhcj \Q) 

pixiQ) ~ 0 pour les aulrcs pixels. 

La fonction S{P) est obtcnuc a partir de S^^{Q) comme dans le premier mode de 

realisation, avec toutefois f = . 

Ah 

Le point O utilise dans les fonnules est rcmplace par le point dc focalisaiion du faisceau. La 
fonction G{P) vaut G{P) = x""^) ou ^(f*) est la phase dc Tondc d*cclairagc sculc au 
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poini /^, G{()) sa phase au point 6^, OP la distance de O a A la longcur d'ondc utilisee. G{P) 

pcut etre calcule en fonction des caractcrisiiqucs dcs Icnlillcs ct des positions des points, par dcs 
methodes connues. Cependant, on utilise ici une ondc d*cclairagc a symetrie de revolution autour d'un 
axe passant par O dont la lailic du potnl do focalisation est raisonnablement faiblc, et dans ccs 
5 conditions on vcrific Cj(^P) = 1 . 

II n'y a pas dc procedure de calibrage et la position gcomctriquc dcs points cst.directement 
utiliscc. Dans Ics fonnules qui suivent. h est la distance entrc Ic point dc foailisiition et le centre du 
captcur. A est la largcur dc la zone active du capteur. zone qui doit ctrc carrcc ct ccntree sur Taxe 
opliqucdc robjcclir(7()4). ct n^. est le facteur de surechantillonnagc. 



10 qo,c,kJ]={k-±n,N^,)--j- 

''x^^ pix 

,...C[l,c,^,/] = (/-i«,A',„)^ 



pix 

C\2^c,kj] = h 

.Lcs ronnulcs donnant Ics tableaux f / et K sont remplacees par: 



U[d.c,kj]=E 



f \ 
N qd,c^kj]-w,,[d]-w„^[d] 



15 V[c^kj] = explj^i^^.ij(^d.c,kj]-w„[d]y 



ou vf'c'[^] est Ic tableau des coordonnees du point CA.qui, contraircmenl au premier mode de 

realisation, n'est pas forcement le centre de rcpcrc, et m^^^^ [c/] est ic tableau des coordonnees du 

vecteur Initialemcnt on a M^^[0] = m^^[1] = ^o[^] = ^wa/M = = 0 * ct M^^j^I^] • 

coordonhdc du vccteur OA/ suivant I'axc vertical, est la distance entre Ic point dc focalisation du 

20 faisceau ct le plan parall6le a la lame supportant recliantilion et passant par le centre de cct cchantilion. 
L'iniagc est d^abord calculce avcc ccs valcurs. puis, lors d'une phase de mise au point, ropcraicur 
inodifie ni;inucllemem ( par excmplc en entrant des valeurs par rintermcdiairc du clavier) lcs vaJcurs de 

, II cfTectuc cctte operation en mcmc temps qu'ii visualise sur un ecran I'imagc gcncrcc par ic 
systcme. el cherchc a obtenir I'itnagc ia plus nette possible. 11 peut eventuel lenient modifter cnsuitc 

25 ] s'il souhaitc dcplaccr ia zone d'observation. 
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Pour Ic reste le mode dc calcul csl Ic incmc que dans ie premier mode dc rcjilisation. Dans Ic 
mode dc gcncnuion en quatre etapcs dc la rcprcscnUUion tridimensionncllc, sculc I'ciape 1 est modificc 
cl cllc csl rcmplacee par: 

.V[c,^,/] = I ' — I[c,kJ]-yjl^j [c\kj] quand I^j [c,kj] csl supcrieurau 
quart de sa vaieur maximalc. cl ^^[c*. A:, /] = 0 sinon. 

ou l[c\ /] est l^intensitc dc la figure dc diffraction au point d*indiccs {k, f) du capteur numcro c ct 
I^j [c\ A, /] est rintensite du faisccau d*cclaimgc scul en ce point. 

Le systemc dc variation de phase etant supprime, rclcclroniquc dc coniraande est simplificc en 
consequence. II n'y a plus qu'une etape d'enregistrcmcnl au lieu dc trois dans le cycle dc prise d'imagc cl 
la comniandc des elect ro-aimants du dispositif de dccalagc dc phase, representee figure 5. est 
supphnicc. 

La representation tridimensionnellc obtcnuc par ccttc mcthode est seniblable a ccllc obtcnuc 
par la premiere mclhodc dans le cas ou on n*utilise qu'un scul cnregisircment pour la gcncrcr. 
Cependant on ne maiirisc pas ici le rapport entre I'intensitd diflractcc ct Tintensite non dlfTractec, cc qui 
limite d'avantagc Ics possibilitcs. L'image est perturbcc par la presence d'une image symmctriquc dc 
Tobjct par rapport au point O at par un tcnne du second ordre par rapport a Tonde diflractee. En 
general elle est de bien moins bonne qualite qu'avec les deux autrcs modes de realisation. L'avaniagc dc 
cc mode dc realisation est cependant sa simplicite et sa faible scnsibilitc aux vibrations. 

Un troisicmc mode de realisation est illustre par la Fig. 8. 

Scion cc mode de realisation: 

Un laser (800) emet un rayon qui traverse un filtre (801 ) puis csl scparc en faisceaux 
d'cclairagc ct dc reference par une lame scmi-rcflcchissjmte (802). 

Lc faisceau d'eclairagc csl cnsuiic rcflechi par un miroir (803) monlc sur un support (804) 
pcrmettant d'cn rcglcr Tinclinaison pour rediriger Jc faisccau vers la partie observee dc Tobjcl (805). 
L'objct (805) csl iui-mcme supportc par un prismc (806). La face par laquelle le faisceau pcncirc dans 
lc prismc doit ctre onhogonalc au faiscesiu. Le prismc est lie a un syslcmc de positionncmeni deux axes 
(807) permcttani dc dcplaccr I cnscmble prisme-objct dans Ic plan orthogonal a Taxe opliquc dc 
robjectif dc microscope (810). Ce syslcmc est Iui-mcme lie <i un dispositif (808) pcrmettant dc rcgier 
rinciinaison du plan dc Tobjet el a un dispositif de focalisation (80V) permcttani dc dcplacer Tobjet 
scion Taxe optique avec une precision de moins d'une longueur d'onde. 

L onde issue de I'objct (805) traverse I'objcclif de microscope (810). Cet objcctif est un objeciif 
plan (qui donne une image plane d'un plan), a grande ouverture (par cxcmple 1 .25). a immersion, cl 
formant une image aggrandic dc I 'objct a une distance fmie. 
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Dans Ic plan ou Tobjectif forme nonnalcincni 1 'image de Tobjei a observer, on interpose un 
diaphragme (811) pcnneUant un filtrage spaliaJ do Tiinagc. En arriere de ce plan on positionnc un 
achromat (8 12) doni Ic plan focal objet doit etre confondu avcc le plan focal image do Pobjeclif (810). 
Un achromat idcniiqc (814) pcrmel alors de refonner une image intermediaire du plan focal image du 
microscope. Deux achromats (815) et (816) solidaircs ct monies sur un disposilif do translation (817) 
d'axe parallclc a Taxc optiquc pemiettent de refonner cctte image dans le plan d'un CCD (818) lui- 
menie montee sur un positionncur im axe (819). d'axe parall6ic a Taxe optique, 

Le faisceau de reference traverse d'abord un fiJtre (820) puis est rdflcchi par un miroir (82 1) 
monte sur un translateur pic/.oelcctrique (822). II traverse ensuite unc lentille (823) qui focalisc le 
faisceau en un point. Le faisceau divergent issu de cc point est ensuite limite par un diaphagme (824) 
puis reflechi particllcmcnt par le miroir senii-reflechissant (813). ce qui le superpose au faisceau issu de 
Tobjet et permet d'cnrcgistrcr leurs interferences sur le CCD (818). Le point de focalisation du raiscciiii 
issu de la lentille (823) doit avoir son image virtuelle aprcs reflexion sur le miroir semi-transparent 
(813) comprise dans Timage du plan du diaphragme par I 'achromat (812), Le translateur 
pic/.ocleclrique joue le role dedic dans Ic premier mode de realisation au cristal cicctrooptique. En 
dcpla^ant le miroir sur de faibics distances (inferieures a la longueur d'ondc) on obtient la moduiaiion 
de phiise recherchec. 

Pour regler Ics posilionncurs (817) et (819), on supprime Tobjel et le ^sceau de reference, el 
on regie Tangle d'arrivee du faisceau d'cclairage de sortc qu'il correspondc a Pouverturc maximale de 
Tobjectif (810). On positionne alors conjointement (817) et (819) de sorte que Fimage du faisceau 
d'cclairagc soil aussi ponctuelle que possible ct soit situee sur le cole du captcur (aussi loin, que possible 
du centre, tout en ctant effectivemcnt ddtectce). La position de (819) pcut alors etre affincc en envoyant 
le faisceau d'cclairage parallelemcnt a Taxc optique et en reglant (819) de maniere a avoir Timagc la 

plus ponctuelle possible. Lcs coordonnees P^im cclaire (point central du aipteur) doivent 

etre cnregistrces. 

Pour calibrer le systeme on utilise comme objet une grille plane de dimensions connues. 
L'onde luinincuse S[P) rcguc sur Ic CCD est calculee oomme dans les modes de realisation 

precedents. Puis on y applique une transfonncc de Fourier discrete bidimensionnelle inverse et on 
extrait du rcsultal Tintensitc de Tonde en chaque roint (carrc du module de la valour complcxc obtenuc 
par transformation inverse de Fourier), cc qui donnc une image du plan objet. La position axiale de la 
grille el rorientalion de son plan sonl alors regies a Taide de (808) et (807) de maniere a ce que rimage 
soit la plus nettc possible. 

Les frequences correspondant a un pixel du CCD de coordonnees (/\./) non 

surecliantillonnces sont: 
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fz ^ -^fm ~ fx " fv 

avcc /„, = J 

Dans rimagc par transformation dc Fourier inverse du capteur, la distance entrc deux points 
5 calcuies correspond a unc distance physique ( N j-^^^ ciani Ic nombre dc points de la transformee dc 
Fourier suivani chaque dimension): 

1 



- entrc points adjacents sur I 'axe x: = 

- entre points adjacents sur Taxc y: d^, = 



1 



Les valcurs dc A/^^ ei A/^^, doivent etre ajustccs de manicrc que la taille physique de J'objcu 
10 calculcc a I aide des valcurs ci-dessus^ soil bicn respectec dans Timage en transformee dc Fourier 
bidimensionncllc inverse de l-ondc 6'(/')re^ue sur Ic CCD. 

Lorsque les valcurs de A/^ ct dfy oni ete diStcrminees, le mode dc calcul de la representation 
tridimcnsionnellc dc Tobjet est le mdmc que dans Ic premier mode dc realisation, a ccci pres que: 
-les points M c\0 considercs dans les calculs soni confondus 
15 -Ics frequences son! mainienani calculees a partir dcs formulcs = Af^{i - /^.) . = (v " L) 

'lafonction Ci{^P) vaut I. 

Ceci sc rcpcrcule sur ic calcul des tableaux f/ct V\ 

r 



t/[o,o,/t,/] = //^M/,^:i^l 

20 ( /[ 1,0, ^, /] = l{ — Xbf\. 



Lc cycle dc prise d'iinagc clant ic meinc que pour le premier mode de realisation, relectroniquc 
de comniandc est egaleincni scmblable. a ccci pres qu'il n'y a qu'un capteur au lieu dc 12. 
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Si on gcnere la reprcscnlalion tridimcnsionnclle a partir d'un scul enregistrcmcnt au lieu dc 
irois, un objct virtuel syniinclrique de Tobjcl reel par rapport au poinl de focal isalion dc Tonde dc 
reference est gcnere. Afm que cct objet virtue! nc sc superpose pas a Tobjct reel, il csl ncccssaire dc 
dccaler le point dc focalisation (virtuel) de Tonde dc reference pour Tanicncr sur le cole dc I'ouverture 
5 (811). Ceci peul circ nxilise en depla<?ant I cnsemble (821)(822)(823)(824) dans le sens dc I'axc 
optique. 

L*avantagc dc ce mode dc realisation par rappon au premier est que I'ouverture (811) pcrmct 
dc selectionncr unc petite portion dc I'image et que Tondc dc reference est ccnlrcc au milieu dc Timage 
rcconstituec dans Touverture (81 1) ct non legerement cxccntrcc conune dans Ic premier mode dc 

10 realisation. Ccci pcrmet, moyennant une reduction dc la /x>nc observdc lors d'une pnsc d'imagc, 
d*uliliser beaucoup moins de captcurs. Par ailleurs le fait d'cnrcgistrer dcs frequences puncs sur Ic 
captcur pemiet de gcncrcr cn une seulc transformation de Fourier une image plus grande que 
preccdenuTient. Par centre, la limitation dc i'ouverture du.faisccau ne permet pas d'obtenir dcs rcsultats 
aussi precis que dans le premier mode de realisation. 

15 Dans unc realisation plus complete basec sur I'un des trois modes dc realisation, Ic laser unique 

peul etre remplacc par un ensemble dc plusieurs lasers commutant entre cux. En prenanl 
succcssivement dcs images correspondant a dcs longueurs d'onde differentcs. on pcut reconstilucr im 
cnbl dc couleur. Un cxcmple de systcmc de generation et de commutation du faisceau laser est 
reprcscntc sur la figure 9. 

.20 Un premier sous-ensemble du systcmc est constituc d'un laser (900) dont le faisceau traverse un 

clargisscur (901) puis un miroir semi-transparent (902). 11 est alors separe cn deux faisceaux. L'un dc 
ccux-ci traverse un filtrc (903) puis un commutiUeur dlectro-optique (904). Un miroir semi-transparent 

(905) pcrmct alors de Ic "mclanger" au faisceau principal F. L'autrc faisceau est rcflechi par un miroir 

(906) , traverse un filtrc (907) puis un commutateur electro-opt ique (908). Un miroir semi-transparent 
25 (909) penncl de le mclanger au faisceau principal. 

Lcs conuiiutalcurs electro-opt iqucs sonl gencralcnicnt constitucs dc crisiaux places cntrc 

polariseurs croiscs. Ic cristal dcvcnant bircfringcnt iorsqu'on lui applique un potentici cicctrique. Lc 

faisceau sortani d'un commutateur optique est polarise cl son intensitc depend de la tension appiiqucc. 

des taux d'cxtinction imporiants pouvant etrc obtcnus. Lc polariscur dc sortie du commutateur (908) 
30 doit avoir son axe "passant" a angle droit de cclui du polariseur de sonic du commutateur (904). Dc 

ccite manicre. chaquc commutateur selection nc unc polarisation orthogonale ct la superposition dcs 

deux donnc un faisceau non polarise. 

Lc sous-sysicme fonnc dcs pieces (900) a (909) est repctc deux fois: un deuxicme sous-systcmc 

csl forme des pieces (910) a (919) et un troisicme sous-systcmc est forme des pieces (920) a (929). Ces 
35 trois sous-systcmes different entre cux par la longueur d'onde du laser utilise, son intensite. lcs valcurs 

des filtres et lcs Iransmissivites des miroirs senii-transparents. En jouant sur ccs parametres on pcut 
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reglcr la proportion de chaquc longueur d'onde et de cliaquc direction de polarisation dans le faisceau 
de sonic F. dans Ic cas ou tous les commulatcurs eiectro-optiqucs sont ouverts. 

Une reprcscntalion couleur est en fait la superposition de representations monochromes a des 
longueurs d'onde difTcrcntcs (typiquenienl Rouge Vert Bleu). Elle est obtenue en prenant 
5 sucoessivement plusicurs images correspondanl a dcs longueurs d*ondc difTdrcnts. La sequence de prise 
d'image couleur sera done: 

- fcmieture des comnuitalcurs (924) (928) (914) (918) ct ouverture des commutalcurs (904) (908). 

- prise d'unc image monochrome a la longueur d*ondc du laser (900) 

- femieture des commulatcurs (924) (928) (904) (908) cl ouverture des commutalcurs (914) (918), 
10 - prise d'une image monochrome a la longueur d'onde du laser (9 10) 

- fcnncturc des commulatcurs (914) (918) (904) (908) cl ouverture des commulatcurs (924) (928), 

- prise d'une image monochrome a la longueur d'onde du laser (920) 

A Tissue do ccltc sequence on a obtenu Irois images monochromes, cc qui equivaut a une image 
couleur. Cette sequence pcul ctre repetee indcfiniment pour obtenir une sequence d'trnages couleurs. de 
15 la meme maniere que Ic systcmc de base prend des sequences d'images monochromes. 

L'eiectroniquc du systcmc doit etre complctcc pour aciivcr Touverturc ct la fenneture des 
commulatcurs aux iustanls approprics. permettant ainsi de rcaliser des sequences d'images couleurs. 

Unc variante de cc systcmc consiste a supprimer les piiccs (902) (906) (907) (908) (909) (904). 
(912) (916) (917) (918) (919) (914), (922) (926) (927) (928) (929) (924), Les irois couleurs sent aiors 
20 prcscntes en meme temps dans Ic faisceau et on pcut uliiiscr un CCD couleur pour les separer lors de la 
dbtcction. Une seconde varianle. bascc sur la premiere, consiste a utiliser dcs lasers capables de dclivrcr 
des impulsions. Lc mode dc foncLionncment est aiors celiii dccril pour le systcmc dc base, ou rouverturc 
d'un conunulalcur est renipiaccc par Tactivation directc du laser correspondant. 

Afin d'amcliorer la precision, on peut egalenicnt travaillcr dans rultraviolct. Ceci impiiquecn 
25 particulicr soil la diminution dc la laillc de I'objet illumine soil Taugmentaiion du nombre de pixels des 
captcurs. 

Cc microscope pcul ctrc utilise au lieu dc microscopes a transmission usucls, dans le domainc 
dc la biologic par e.xemplc, apportant d'avaniagc dc confort ct dc precision. L'cnrcgislrement en irois 
dimensions est particulicrcment utile lorsquc Tcchaniillon est constiluc d'clcincnts mobiles (bactcrics. 
30 spermalozoidcs. ,.. ). 11 permet aiors d'examiner une scene sous tout angle juge utile a posteriori, ou de 
proceder a des comptagcs ou analyses diverscs sur une image tridimcnsionnclle figec. 
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REVENDICATIONS (1/2) 

i. Microscope caracterise par le fait qu*il num^rise une ou plusicurs figures d*interferenccs 
produitcs par unc ondc diffiactee par robjci ou par la superposition d'unc ondc diffractee par robjci ct 
d'une ondc dc rdfdrcnce, ct obtient par calcul uncreprcscntation en trois dimensions d*une panic dp 
Tobjet observd. 

5 .2. Microscope scion la revendication U caractcrisd en ce que la representation en trois 

dimcnsions.de robjel est obtenue a partir d*unc seule figure d'interfcrcnccs produite par la supeiposilion 
dc rondc.dinracice et d'une onde dc reference. 

3. Microscope scion la revendication 1. caracterise en ce que la rcprcsenlalion en trois 
dimensions de robjci est oblcnue a partir de plusicurs figures d'interferenccs produiies par la 
10 superposition dc Tondc difFraciee par i'objet el d'une ondc dc reference, et dincranl.entrc elles par la 
phase de Tonde dc reference. 

4. Microscope scion la revendication 3, caracterise cn cc que la variation de phase du faisceau est 

obtenue a I'aide d'une lame de chstal birefringent uniaxial dont les deux faces sont recouvcries d'un 
materiau conductcur transmettant bien la luiTiicre,.en .cc que son axe optique est orthogonal aux faces, 
15 en ce que le faisceau a moduler se propage perpendiculairemcnt aux faces de la lame qu*i] traverse, et 
en ce que l.^application d'une dilTcrcncc de potentiel entrc Ics faces fait varier les indices do refraction de 
la lame corrcspondant aux deux directions de polarisation du faisceau incident ces deux indices restant 
ccpendant egaux entre cux. 

5. Microscope scion unc des revendications 3 ou 4, caracterise en ce qu'on utilise trois figures 
20 dintcrferences pour obtenir unc representation en trois dimensions, et que la phase de Tonde dc 

reference est decalec de 120 degres entre cliacunc de ces figures. 

6. Microscope scion unc des revendications 1 a 5. caracterise en cc que i'ondc diffractee issue dc 
Tobjcl sc dirige a travcrs un milieu d'indice constant vers des capteurs places a proximite. 

7. Microscope scion unc des revendications 1 a 5, caracterise en ce qu'unc image intermediairc 
25 dc Tobjet est d'abord fonncc a I'aidc de ientilles et filtrcc spaiialcment. 

8. Microscope scion la revendication 7. caracterise cn cc que les figures d'intcrfcrcnces sont 
formees par des Ientilles, et en ce que chaquc point du capteur correspond a unc frequence pure de 
Ponde issxic dc Tobjet. 

9. ^Vficroscope scion une des revendications 2 a 8, caracterise en cc que I'ondc de reference est 
30 approximativement sphcrique et centree sur un point prochc de I'objet ou d'une image intcrmediaire de 

cclui-ci, 

10. Microscope scion la revendication 9, caracterise en ce que I'onde lumineuse dc reference est 
obtenue par rc^fiexion d'un faisceau laser sur une bille placcc a proximite de I'objet a observer. 

11. Microscope selon la revendication 9. caracterise en ce qu'un miroir semi-transparent est 
35 utilise pour superposer I'onde dc reference el I'onde diffractee par TobjcL. 
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REVENDICATIO>4S (2/2) 



12. Microscope selon unc dcs rcvcndic2tions.2 a 6 ou 9 ou 10, carECidrisc en cc que. dnns une 
-phase de calibragc, unc source ponclucUc est deplaccc dans la ^one d'obscrvation, ct en ce que dcs 
parametrcs caraclcristiques du sysldmc sent deduits des valours cnregistrccs sur Ics capteurs lots dc cc 
deplaccmcnt. 

5 13. Microscope scion unc des revendication 1 ou 6. caracterise en cc que les flgurcs 

d'intcrfcrcncc resultent dc la scuic onde lumineusc ayant traverse Tobjet. 

14. Microscope scion Tunc dcs revendications 1 a 13. caracterise en cc que les moycns dc calcul 
component dcs premiers moycns pour calculer au niveau des capteurs Tondc lumineuse difiractcc par 
robjcl observe seul, ou unc approximation de cette ondc, dcs seconds moycns pcrmettant de caJculcr ia 

10 represcniaiion frcquentielle de Tonde lumineuse dans unc partic dc Tobjet observe, el des troisiemcs 
moyens pour cITccluer une iransfonncc dc Fourier inverse dc cctte representation frcquentielle. 

15. Microscope selon Tunc dcs revendications 1 a 14, caracterise en ce que plusieurs faisceaux 
lasers dc longueurs d*onde diffcrcntc sont utilises, en cc que chaque faisceau traverse un systemc dc 
commutation dicctro-optique, en cc que I'cnscmble des faisceaux sont ensuite superposes en im scut 

15 faisceau de sortie a I'aidc dc miroirs semi-transparcnts, et en cc que par ouverture et fcnneture des 
commutateurs electro-optiques on obtient succcssivcment des representations tridimcnsionnclles 
correspondant a dcs longueurs d'onde difTcrcntes, dont la superposition permet dc rcconstituer un effci 
de coulcur. 
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